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（様式4） 
 
学 位 論 文 の 内 容 の 要 旨 
 
（  中澤 世識  ）  印 
 
（学位論文のタイトル） 
 Linear ubiquitination is involved in the pathogenesis of optineurin-associated  
  amyotrophic lateral sclerosis    
（直鎖状ユビキチン鎖はoptineurin関連筋萎縮性側索硬化症に関与する） 
 
（学位論文の要旨） 
1) 研究の背景と目的 
 NF-κBは自然・獲得免疫，炎症，アポトーシスなどに関連する多数の遺伝子の調節を担っているホモまた
はヘテロ二量体からなる転写因子である．NF-κB経路の機能不全は炎症性疾患，自己免疫疾患，癌，生活習
慣病など多くの病態を惹起することから，臨床や創薬の標的として注目されている．Optineurin (OPTN)は，
NF-κB活性化経路に関わるIκBキナーゼ(IKK)の制御因子（NEMO）に高い相同性を示すタンパク質で，NF-κB
シグナル，インターフェロン産生，オートファジー，膜輸送など多彩な生理機能制御に関与することが報
告されている．また，OPTNの遺伝子変異は，筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic lateral sclerosis, ALS)
や原発開放隅角緑内障(POAG)などの神経変性疾患を引き起こすことが知られている．本研究ではOPTN関連
疾患の発症機序について解析した． 
 
2) 研究方法 
 [1] 野生型及び12種の疾患関連OPTN変異体をまず作製した．ルシフェラーゼレポーターアッセイを用い
て，TNF-α刺激とlinear ubiquitin chain assembly complex (LUBAC)による直鎖状ポリユビキチン鎖を介
したNF-κB活性化への影響を調べた．  
 [2]OPTNのUBANドメイン（直鎖状ユビキチン特異的結合部位）と直鎖状テトラユビキチンとの結晶構造解
析を行い，疾患に関連したOPTN変異との機能相関を分析した． 
 [3] CRISPR/Cas9法を用いてOPTN-KO細胞を作製し，TNF-α刺激に伴うNF-κB活性化を解析すると供に，
TNF-αによる外因性アポトーシス経路におけるOPTNの役割も解析した． 
 [4] OPTNのE478GとQ398X変異をもつOPTN関連-ALS患者のそれぞれの病理組織染色を行い，ALS患者におけ
るOPTNの役割を検証した． 
 
3) 結果と考察 
 [1] 野生型OPTNは，直鎖状ポリユビキチン鎖を介したNF-κBの活性化を強く抑制した．しかし，OPTNの
UBAN領域の変異体(D474NやE478G)やUBANドメインの欠損体(Q165XやQ398X)ではその抑制能を失った．以上
から，OPTNによる直鎖状ポリユビキチン鎖を介したNF-κB活性化の抑制にはUBAN領域が必須である事が示唆
された． 
 [2] OPTN-UBANがNEMO-UBANと同様に直鎖状ユビキチンに特異的に結合するか免疫沈降，MBP-pulldown，
カイネティックス解析を行った結果，野生型のOPTNは直鎖状ユビキチン鎖と結合するが，E478G変異体はそ
の結合能を失った．また，X線結晶構造解析からも，OPTN-UBANはNEMO-UBANと類似した二量体コイルドコイ
ル構造を形成し，直鎖状テトラユビキチン内の2つの直列ユビキチンの空間配置を特異的に認識する事が分
かった．特に，NF-κB活性化の抑制に重要であったD474やE478アミノ酸は遠位ユビキチンのC末端部と水素
結合しており，これらのアミノ酸に変異が生じる事で直鎖状ユビキチンへの結合能が喪失することが構造
的にも明らかとなった． 
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 [3] OPTN-KO HeLa細胞ではTNF-α刺激に伴うNF-κB経路が亢進していた．その背景としてTNF受容体複合体
(TNF receptor complex I)の構成因子であるRIP1などのユビキチン化亢進，complex Iの形成増強が観察さ
れた．さらにTNF-αとシクロヘキシミド共添加によって誘導されるcomplex Iの下流の外因性アポトーシス
経路の活性化を解析した．OPTN-KO HeLa細胞ではcaspase3/8，およびPARPの切断が亢進している事から，
OPTNの欠損によりアポトーシスも亢進する事が明らかになった．OPTNはcaspase 8のN末端のDED領域と定常
的に結合し，OPTNの欠損はcaspase 8-RIP1-FADDからなるcomplex II形成を促進する事で，アポトーシスが
亢進する事が分かった． 
 [4] OPTN関連-ALS患者の病理組織染色において，NF-κBとアポトーシスの状態を検証した．OPTNのE478G
とQ398X変異をもつOPTN関連-ALS患者の脊髄前角細胞では細胞質凝集体に直鎖状ユビキチン鎖や活性型NF-
κB（リン酸化p65）が染色されること，また，活性型caspase3/8が細胞質凝集体含有細胞で広範に染色され
る事も明らかになった． 
 
4) 結論 
 OPTNはNF-κBとアポトーシスという細胞の生死に関わる重要なシグナルを制御する．OPTN変異に伴うALS
では直鎖状ユビキチン鎖生成や活性型NF-κBが産生されるものの，脊髄の神経細胞ではそれらが凝集体に蓄
積するためNF-κBシグナルは不全となり，アポトーシスが惹起されることでALSの発症に関与する可能性が
示された． 
  
